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1. INTRODUZIONE  
 
Già ai tempi di Louis Pasteur e Robert Hock si è cercato di controllare i 
microorganismi dannosi presenti nell'ambiente. La scoperta della penicillina da 
parte di Alexander Fleming nel 1929 aprì le porte all'uso terapeutico di antibiotici 
in medicina e veterinaria per combattere specifiche malattie causate da 
microrganismi.  
Sebbene l'uso di antibiotici sia proibito all'interno di alimenti, l'impiego di 
addittivi antagonisti con caratteristiche preservative o antimicrobiche è diventata 
un marchio di fabbrica in materia di approccio alla sicurezza alimentare e alla 
conservazione (Chen e Hoover, 2003).  
Negli ultimi anni  si è assistito a un drastico cambiamento nell'industria alimentare 
dovuto al continuo avanzamento tecnologico, alle abitudini dei consumatori e alla 
globalizzazione dei prodotti. Recenti tendenze nella distribuzione e 
trasformazione delle materie prime e dei prodotti alimentari hanno creato nuove 
nicchie ecologiche in cui i microrganismi (provenendo da diverse zone 
geografiche) si possono adattare, sollevando nuovi problemi che l'industria 
alimentare deve risolvere.  
Man mano che aumenta la distanza geografica tra produttore e consumatore con il 
fenomeno della "globalizzazione", in alcuni casi anche l'aumento del numero e del 
tempo dei passaggi nei processi di trasformazione tra materia prima e prodotto 
finito, l'industria alimentare ha tutto l'interesse ad estendere la durata di 
conservazione del prodotto.  
Allo stesso tempo, si assiste a un aumento della domanda dei cibi pronti al 
consumo (ready to eat), oltre a un incremento delle preferenze verso l'acquisto di 
cibi freschi e che hanno subito blandi trattamenti di conservazione (per esempio 
conservati in atmosfere modificate), che sono considerati di maggior beneficio per 
la salute (Jeevaratnam et al., 2005; Gálvez et al., 2008). 
In questo contesto, cibi naturali e ottenuti da metodi biologici, possono essere un 
soddisfacente approccio per risolvere delle questioni relative ai problemi legati 
all'alimentazione.  La bio-preservazione per un alimento si riferisce a un più 
esteso periodo di conservazione, durante il quale viene garantita una sicurezza 
d'uso dell'alimento attraverso la loro microflora naturale o una starter, oppure 
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utilizzando i prodotti antibatterici di tali microrganismi come ad esempio le 
batteriocine (Stiles, 1996). 
Le batteriocine sono una famiglia numerosa e funzionalmente diversificata di 
molecole ad attività antimicrobica che vengono prodotte da diverse specie di 
batteri. Studi recenti rivelano che queste molecole proteiche giocano un ruolo 
importante nel mediare le dinamiche competitive tra ceppi batterici e anche tra 
specie strettamente correlate. L'attività antimicrobica è pensata per essere uno 
strumento importante ai fini di escludere in modo competitivo o inibire i batteri 
patogeni (Carr et al., 2002; Roos e Holm, 2002). Alcuni batteri esplicano questa 
attività secernendo sostanze antimicrobiche non specifiche come acidi a catena 
corta o perossido di idrogeno (Eschenbach et al., 1989), mentre altri producono 
tossine con specificità ristretta come le batteriocine (Carr et al., 2002).  
Negli ultimi dieci anni un gran numero di batteriocine sono state identificate, e in 
alcuni casi anche caratterizzate dal punto di vista biochimico e genetico. Inoltre 
un numero crescente di pubblicazioni riguardanti tali molecole è rivolto al 
miglioramento della salute e la sicurezza dei prodotti in cui vengono impiegate 
(Parada et al., 2007). Tali progressi hanno stimolato nuovi contributi nel campo 
della ricerca (Deegan et al., 2006). 
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2. BATTERIOCINE 
 
I. Storia delle Batteriocine 
 
La scoperta della prima batteriocina risale al 1925 e fu isolata da Escherichia coli. 
Essa possedeva un’attività antibatterica contro altri ceppi di Escherichia coli e le 
fu dato il nome di colicina V (Gratia et al., 1925). La scoperta di una batteriocina 
nei lattococchi risale al 1933 quando Whitehead osservò che la presenza di due 
ceppi di lattococchi in uno specifico lotto di latte, inibiva la crescita di un 
fermento utilizzato per la produzione di formaggio. Lo studio che ne seguì 
dimostrò che i due lattococchi producevano una sostanza di natura proteica, 
resistente ai trattamenti termici. Si dovette aspettare il 1944 perché fosse 
identificata la prima batteriocina di origine lattica, la diplococcina (Oxford, 1944). 
Nel 1951, per la prima volta, fu proposto l’uso delle batteriocine a protezione 
degli alimenti. In effetti, Hirsch et al. (1951) dimostrarono che la nisina inibiva la 
crescita di Clostridium spp. durante la maturazione di un formaggio di tipo 
svizzero. Il nome "batteriocine" fu proposto solo nel 1953, ed inglobava tutti gli 
agenti che, come la colicina, erano caratterizzati dall’avere un’attività antibatterica 
(Jacob et al., 1953). Le batteriocine, fino al 1963 erano note per la caratteristica di 
avere uno spettro d’azione limitato. Furono Hamon e Peron (1963) i primi ad 
osservare che alcune di esse, prodotte da batteri Gram-positivi, potessero avere 
uno spettro d’azione più ampio. Nonostante ciò, Tagg et al. proposero nel 1976 
una definizione secondo la quale il termine batteriocine includeva soltanto 
molecole con uno spettro d’azione limitato. Partendo dal presupposto che questa 
definizione poteva essere valida per la maggior parte delle batteriocine, essa fu, in 
seguito, allargata per inglobare anche le batteriocine con uno spettro d’azione 
maggiore (Klaenhammer, 1993). 
 
II. Nomenclatura e classificazione 
 
Le regole per la nomenclatura delle batteriocine sono state proposte da diversi 
autori (Hamon, 1964; Reeves, 1965; Tagg 1976, ecc.), ma, in effetti, nessuna è 
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stata realmente adottata all’unanimità. L’addizione del suffisso “–ine” viene 
generalmente utilizzato, ma, nonostante ciò nelle regole di nomenclatura vi sono 
molte variabili. Talvolta questa viene basata sul genere batterico [listeriocina da 
Listeria spp. (Tubylewicz, 1963); coricina da Corynebacterium spp.(Krylova, 
1969)], altre volte sulla specie [monocina da L. monocytogenes (Hamon e Peron, 
1961); diftericina da C. diphtheriae; (Gibson et al., 1973)]. Accade anche che una 
stessa batteriocina sia chiamata in due modi diversi secondo il metodo utilizzato 
(clostocina o clostridiocina da Clostridium spp.) (Clarke et al., 1975) . 
Per motivi di semplificazione, avviene spesso che il nome dato alle nuove 
batteriocine include il nome del ceppo del batterio produttore (colicina E1-K30 è 
una colicina di tipo E1 prodotta da Escherichia coli ceppo K30) (Nomura, 1967; 
Yildrim e Johnson, 1988; Ross et al., 1999). 
Visto il gran numero di batteriocine prodotte dai batteri lattici e le loro diverse 
origini, fu proposta nel 1988 da Klaenhammer una speciale classificazione, 
aggiornata poi nel 1993. Questo metodo classifica le batteriocine secondo la loro 
resistenza al calore, la loro taglia, alcune proprietà fisiche-chimiche, il loro spettro 
d’azione e la presenza o meno di amminoacidi modificati.  
Per fare questo Klaenhammer separa le batteriocine in quattro classi diverse: 
 
CLASSE I: è formata dai lantibiotici. Sono piccoli peptidi con una massa 
 inferiore ai 5 kDa che contengono amminoacidi modificati : lantionina 
(Lan), α-metillantionina (MeLan), deidroalanina e deidrobutirrina, che 
derivano da modificazioni post-traduzionali della serina, della treonina e 
della cisteina. La classe I è ulteriormente suddivisa in lantibiotici di tipo A e 
di tipo B secondo le strutture chimiche e la loro attività antimicrobica (Chen 
e Hoover, 2003). Del tipo A fanno parte : nisina, lactocina S, epidermina, 
gallidermina e lacticina 481; sono peptidi allungati e possiedono una carica 
netta positiva che serve a esercitare la loro attività attraverso la formazione 
di pori nelle membrane batteriche.  Il tipo B : mersacidina, cinnamicina, 
ancovenina, duramicina e aciagardina sono peptidi piccoli e di forma 
globulare, con carica negativa o privi di carica; l'attività antimicrobica è 
relativa all'inibizione di enzimi specifici. 
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CLASSE II: è composta di piccoli peptidi con massa molecolare generalmente 
 inferiore ai 10 kDa. Queste batteriocine sono stabili al calore e non 
contengono amminoacidi modificati.  
E' il più ampio gruppo di batteriocine, secondo questa classificazione, ed è 
diviso in ulteriori 3 sottoclassi: 
 
 SOTTO CLASSE IIa : possiedono un peptide simile a pediocina che ha 
una sequenza consenso N-terminale (-Tyr-Gly-Asn-Gly-Val-Xaa-Cys). 
Questa sottoclasse attrae attenzione per la sua attività contro Listeria spp.  
(Ennahar et al., 2000). Alcuni esempi di batteriocine appartenenti a 
questa classe sono la pediocina PA 1, la sakacina G, la leucocina, la 
mesentericina e la divericina V 41. 
 
      SOTTO CLASSE IIb: le batteriocine di questa classe necessitano di due 
peptidi per la loro attività. Due esempi sono la lattococcina, la lattacina e 
la plantaricina. 
 
 SOTTO CLASSE IIc: sono batteriocine circolari costituite da peptidi 
tiolo-attivi che per essere attivati richiedono la riduzione del residuo 
cisteinico. Un esempio classico di batteriocina appartenente a questa 
classe è la acidocina, la carnobacteriocina, la divergicina e la enterocina. 
 
CLASSE III: comprende tutte le batteriocine con un’elevata massa molecolare  
(>30 kDa). Le batteriocine di questa classe hanno la caratteristica di essere 
termosensibili, cioè non resistono a trattamenti termici elevati. Alcuni 
esempi sono l’elveticina e le lacticine. 
 
CLASSE IV: formano complessi di grandi dimensioni con altre macromolecole.  
Attualmente, non ne sono state purificate e ci sono buone ragioni per 
credere che queste siano solo un artefatto dovuto alle proprietà cationiche e 
idrofobiche di particolari batteriocine, le quali complessano altre molecole 
non proteiche, come ad esempio un lipide o uno zucchero (Klaenhammer, 
1993). Questo fenomeno è stato dimostrato nel caso di plantaricina S, la 
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quale era ritenuta una grande molecola complessa, ma in seguito da essa è 
stato purificato un piccolo peptide, il complesso si è disintegrato, ma 
l'attività si è mantenuta comunque costante (Jimenez-Diaz et al., 1995). 
 
Questo metodo di classificazione è stato il più utilizzato dalla maggior parte dei 
ricercatori che operano in questo campo.  
 
III. Struttura e meccanismo d’azione 
   
Le batteriocine prodotte dai batteri lattici sono state molto studiate in funzione 
anche del loro possibile utilizzo. Sono di natura proteica e per questo sintetizzate 
dai ribosomi. I geni che codificano la loro produzione e la loro immunità sono di 
solito organizzati in operoni (Sahl e Bierbaum, 1998; MCAuliffe et al., 2001), che 
possono essere situati a livello del cromosoma, come nel caso della subtilina e 
della mersacidina (Banerjee e Hansen 1988; Altena et al., 2000), o a livello 
plasmidico, come nel caso della divergicina A e della sakacina A (Worobo et al., 
1995; Axelsson et al., 1995), oppure nei trasposoni , come nel caso della nisina e 
della lacticina 481 (Dufour et al., 2000). Tale produzione può avvenire 
spontaneamente o può essere una conseguenza di una stimolazione operata da 
agenti ambientali, fisici o chimici.  
I geni che codificano per le batteriocine prodotte dai Gram negativi risultano 
localizzati a livello plasmidico, mentre i geni che codificano per le batteriocine 
prodotte dai Gram positivi possono essere presenti sia a livello plasmidico che 
cromosomico, e questi ultimi possiedono un corredo genetico deputato alla 
produzione che è estremamente più ampio rispetto ai Gram negativi (Raffi e 
Ossiprandi, 2006).  
Esistono nel mondo procariotico alcuni sistemi di controllo globale che 
consentono ad un microrganismo di rispondere in modo estremamente efficace ai 
segnali offerti dall'ambiente, uno di questi è il quorum sensing system, che tiene 
conto delle presenza di altri organismi appartenenti alla stessa specie. Questa 
forma di controllo, presente sia nei Gram positivi che nei Gram negativi, basata 
sulla percezione della densità batterica di cellule appartenenti alla stessa specie, 
stabilisce una sorta di comunicazione tra cellula e cellula riconducibile 
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all'emissione di fattori solubili (N-acil-L-omoserina per i batteri Gram negativi e 
varie unità peptidiche per i batteri Gram positivi) che spesso determinano la 
formazione di biofilm microbici (Fuqua et al., 2001; Miller et al., 2001; Lerat et 
al., 2004). 
Diversi meccanismi di azione sono stati proposti riguardanti la loro azione : 
alterazione dell'attività enzimatica, inibizione della germinazione di spore e 
inattivazione di carrier anionici attraverso la formazione di pori selettivi e non 
(Martinez e DeMatins, 2006), ma in generale per quanto riguarda i microrganismi 
Gram positivi si ha uno specifico e personale sistema di regolazione, mentre i 
Gram negativi si basano su diversi sistemi regolatori.  
Il più importante bersaglio (target) delle batteriocine è la membrana cellulare che 
viene attaccata sia da quelle di classe I che da quelle di classe II mentre quelle di 
classe III agiscono contro la parete batterica.  
Le batteriocine prodotte dai Gram negativi (in genere di classe I) si differenziano 
rispetto a quelle elaborate dai microrganismi Gram positivi [in genere di classe II, 
come i batteri lattici (LAB)], in quanto, le prime agiscono in due modi : legandosi 
al lipide II impedendo a questo di trasferire le subunità di peptidoglicano dal 
citoplasma alla parete cellulare, oppure, sempre legandosi al lipide II, 
utilizzandolo come punto di aggancio per l'inserimento della batteriocina stessa 
(es. nisina) con la formazione di pori che conducono a morte la cellula; mentre le 
seconde (di classe II) sono "membrana attive", ossia operano direttamente a 
livello di membrana (es. sakacina), creando, attraverso una interazione 
elettrostatica con i fosfolipidi, una riorientazione di questi e quindi una apertura 
nello strato fosfolipidico (Gillor et al., 2008; Cotter et al., 2005; Wiedemann et 
al., 2001). 
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Fig. 1 Tipi di interazioni delle varie classi di batteriocine con le strutture della cellula batterica 
(Immagine modificata da www.intechopen.com). 
 
L'apertura che si forma (Fig. 1) determina la fuoriuscita passiva di ioni, soprattutto 
potassio e magnesio, che influiscono in maniera rilevante sulla forza motrice dei 
protoni (FMP), dissipandola, agendo così sulla componente elettrica, [il potenziale 
di membrana (Δψ)] e la componente chimica, [il gradiente di pH (ΔpH)] della 
cellula batterica. Tale forza (FMP) è responsabile della sintesi di ATP, ed è 
fondamentale nel trasporto attivo e nel movimento batterico. Venendo a mancare 
queste componenti, il batterio si ritrova carente di energia e molecole nutrienti nel 
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citoplasma, con la conseguente morte cellulare (Cintas et al., 2001). Infine le 
batteriolisine (proteine batteriolitiche appartenenti alla classe III) agiscono 
direttamente a livello della parete cellulare dei Gram positivi, impedendone la 
formazione con conseguente lisi e morte del batterio (Cotter et al., 2005). 
La maggior parte degli studi riguarda il meccanismo d’azione delle batteriocine di 
sotto classe IIa (Ennahar et al., 2000 ; Hechard e Sahl, 2002). Questo è facilmente 
spiegabile dal fatto che le batteriocine appartenenti alla suddetta classe sono attive 
contro batteri patogeni responsabili di gravi infezioni alimentari come ad esempio 
Listeria monocytogenes.  
 
 
 
Tutte le batteriocine di sotto classe IIa studiate fino ad oggi, dissipano la FMP e 
presentano forti omologie strutturali nel loro dominio N-terminale, con la 
presenza di un legame disolfuro e una carica netta positiva. Il loro dominio C-
terminale è più variabile, ma idrofobo. Inoltre, alcuni di queste batteriocine 
(sakacina G, pediocina PA-1, enterocina A, coagulina e divercina V41), sono 
Fig. 2  I batteri lattici possono produrre 
diversi composti antimicrobici, ma le 
batteriocine sono spesso i più potenti 
inibitori di batteri patogeni. Un 
produttore di batteriocine (a  sinistra) può 
essere identificato dalle zone di inibizione 
prodotte in una piastra Petri contenente 
terreno agarizzato su cui è cresciuta una 
patina batterica di microrganismi sensibili 
(Immagine modificata da Deegan et al., 
2006).  
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caratterizzate dalla presenza di un secondo legame disolfuro nella regione C-
terminale. 
L'alone di inibizione delle batteriocine prodotte dai Gram negativi è strettamente 
correlato alla specie produttrice, mentre le batteriocine prodotte dai Gram positivi 
si dimostrano attive non solo verso altri batteri Gram positivi ma, 
occasionalmente, anche verso microrganismi Gram negativi (Raffi e Ossiprandi, 
2006). 
Le batteriocine prodotte dai batteri lattici (LAB) possono avere una modalità 
d'azione battericida o batteriostatica verso le cellule sensibili, questa distinzione 
viene fortemente influenzata da diversi fattori come la dose e il grado di 
purificazione, lo stato fisiologico delle cellule target e delle condizioni 
sperimentali (Cintas et al., 2001).  
 
IV. Batteri lattici produttori di batteriocine 
 
I batteri lattici (LAB) rappresentano un’ampia ed eterogenea famiglia di 
microrganismi Gram positivi, non sporigeni, immobili e anaerobi microaerofili, 
cioè sviluppano ottimamente a basse concentrazioni di ossigeno, che hanno la 
caratteristica di convertire carboidrati fermentabili principalmente in acido lattico 
(Parada et al., 2007). Sono privi di catalasi, di nitrato reduttasi e di citocromo 
ossidasi, infatti non hanno catena respiratoria e il loro metabolismo è, come già 
detto, di tipo fermentativo.  
Si possono definire quindi microrganismi eterotrofi e chemiorganotrofi, che si 
sono adattati a vivere su substrati complessi e che necessitano non solo di 
carboidrati come fonte di energia, ma anche di aminoacidi, nucleotidi e vitamine 
(Kandler e Weiss, 1986). Tollerano bene un’elevata acidità, dato che alcune 
specie continuano a crescere fino a pH 3. Si ritrovano nel latte, nella carne e nei 
prodotti fermentati, come le verdure fermentate e nelle bevande. Il loro ruolo è 
mantenere le proprietà nutritive e migliorare la conservazione degli alimenti oltre 
che arricchire l'alimento con sapori e molecole aromatiche (Parada et al., 2007). 
La famiglia dei batteri lattici include diversi generi, tra i principali : Lactobacillus, 
Lactococcus, Streptococcus, Carnobacterium, Enterococcus, Leuconostoc, 
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Weissella, Propionobacterium e 
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Bifidobacterium, che occupano nicchie ecologiche abbastanza differenti (Carr et 
al., 2002). 
Lactobacillus acidophilus, L. plantarum, L. casei, L. casei ramnosus, L. delbruekii 
bulgaricus, L. fermentum, L. reuteri, Lactococcus lactis lactis, Lactococcus lactis 
cremoris, Bifidobacterium bifidum, B. infantis, B. longum, B. breve, Leuconostoc 
mesenteroides, Enterococcus faecalis, Enterococcus faecium, sono specie molto 
comuni di ceppi riconosciuti come probiotici e produttori di batteriocine (Parada 
et al., 2003).  
Oltre ai fattori che influenzano l'efficacia delle batteriocine come antimicrobici i 
fattori che ne influenzano la produzione sono molto importanti quando si 
impiegano ceppi di questo tipo. 
Ogni ceppo produttore ha le sue limitazioni riguardo all'efficacia nella produzione  
- la perdita spontanea del tratto batteriocinogenico; 
- la sensibilità del ceppo alla presenza di batteriofagi; 
- presenza di batteri antagonisti insieme al ceppo produttore; 
- inadeguatezza del ceppo produttore come starter ; 
- la difficoltà di manipolazione genetica e trasferimento del tratto 
batteriocinogenico in appositi starter; 
- possibilità di una scarsa produzione di batteriocina nell'alimento (che può 
dipendere sia dalle condizioni di conservazione, sia dal ceppo produttore 
che non riesce a proliferare nell'alimento) . 
La produzione in situ della batteriocina può dipendere anche da : 
- fattori fisico-chimici come : pH, temperatura, aw, CO2, O2, potenziale redox, 
tempo di incubazione, ecc.;  
- fattori legati all'alimento : struttura dell'alimento, fluidità, particolato, 
emulsioni, capacità tampone, composizione, nutrienti disponibili, addittivi 
antimicrobici;   
- condizioni di processo : congelamento e scongelamento, pressione e altre 
procedure che possono danneggiare le cellule batteriche, come  i trattamenti 
termici (Holzapfel et al., 1995; Rodriguez et al., 2003; Devlieghere et al., 
2004). 
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Fig. 3  Influenza di diversi fattori per avere in situ una effettiva produzione di batteriocine 
(Immagine modificata da Gálvez et al., 2007). 
 
Pertanto la produzione di batteriocina negli alimenti deve essere intesa come un 
processo dinamico, in cui le diverse interazioni cambiano nel tempo e ne 
determinano la conservazione. Alcuni fattori ottimali possono essere richiesti dai 
microrganismi, o una combinazione di essi, che ne determinano la produzione 
(Leal-Sánchez et al., 2002) come ad esempio la temperatura (22°C) e la bassa 
concentrazione di NaCl (0,65 M) stimolano la produzione di batteriocina in 
Lactobacillus pentosus B96 (Delgado et al., 2005).  Un altro esempio è 
l'amylovorina prodotta da Lactobacillus amylovorus DCE 471 quando il 
microrganismo è stimolato dalla giusta concentrazione di NaCl (Neysens et al., 
2003;) e CO2 (Neysens e De Vuyst, 2005). Altri fattori come etanolo, ossigeno, 
competizione batterica, concentrazione dell'inoculo di partenza, ecc. possono 
stimolare la produzione di batteriocine.  
I LAB producono una elevata diversità di batteriocine, delle quali molte sono state 
brevettate per le loro proprietà in campo alimentare.  
 
a) Lactobacillus 
 
Appartengono a questo genere microrganismi con morfologia cellulare molto 
variabile (Fig. 4): alcune specie appaiono come bastoncelli lunghi e sottili, 
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talvolta ricurvi mentre in altre, le cellule sono corte e tozze (coccobacilli). 
Tuttavia, nell’ambito della stessa specie, la forma può variare anche con lo stadio 
di sviluppo, con la composizione dei nutrienti e con la concentrazione di ossigeno 
presenti nell’ambiente di crescita.  
Dal punto di vista metabolico i lattobacilli sono divisibili in tre gruppi : 
- omofermentanti obbligati; 
- eterofermentanti facoltativi; 
- eterofermentanti obbligati. 
I lattobacilli omofermentanti obbligati fermentano i carboidrati esosi producendo 
esclusivamente acido lattico; non sono in grado di fermentare i pentosi e non 
producono gas. 
I lattobacilli eterofermentanti facoltativi fermentano gli esosi producendo acido 
lattico come gli omofermentanti, ma alcune specie, in determinate condizioni, 
producono anche acido acetico, acido formico e/o etanolo. Sono inoltre in grado 
di fermentare i pentosi ad acido lattico e acido acetico. I lattobacilli 
eterofermentanti obbligati fermentano gli esosi producendo acido lattico, CO2 e 
acido acetico e/o alcol etilico; sono capaci di fermentare anche i pentosi con 
produzione di acido lattico e acetico. 
 
     
Fig. 4  Lactobacillus spp. con diversi tipi di morfologie (www.institut-rosell-lallemand.com). 
 
Il genere Lactobacillus è un genere ampiamente diffuso in natura nonostante, 
come tutti i batteri lattici, abbia esigenze nutrizionali elevate.  
Lb. casei e Lb. paracasei sono due specie importanti nella maturazione dei 
formaggi. Per la loro elevata attività peptidasica e per la capacità di metabolizzare 
aminoacidi con produzione di composti aromatici vengono utilizzati come colture 
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aggiuntive per l’accellerazione della maturazione dei formaggi. Lactobacillus 
delbrueckii ssp. bulgaricus  è un microrganismo termofilo (la temperatura 
ottimale di crescita è vicina ai 45°C, non cresce bene a basse temperature), 
termotollerante (può resistere a trattamenti di termizzazione e di pastorizzazione a 
62°C per 20-30 min),  omofermentante. Viene utilizzato come starter in molti 
formaggi prodotti a temperature superiori a 35°C (inclusi il Gorgonzola e la 
Mozzarella) e in molti latti fermentati. E’ insieme a Streptococcus thermophilus 
uno dei due componenti della microflora dello yoghurt. 
 
 
Fig. 5  Lactobacillus delbrueckii ssp. bulgaricus (www.jpkc.njau.edu.cn).   
 
Alcuni ceppi sono in grado di produrre esopolisaccaridi, che rendono viscoso il 
substrato.  
 
b) Leuconostoc 
 
Il genere Leuconostoc comprende specie eterofermentanti di forma coccica o 
lenticolare (Fig. 6), mesofile o psicrotrofiche (in genere crescono meglio a 22-
30°C, ma alcune specie possono crescere anche a 4°C). 
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Fig. 6  Leuconostoc mesenteroides (www.visualphotos.com) 
 
Molte specie sono importanti nelle fermentazioni alimentari. Nei prodotti lattiero-
caseari, Leuc. mesenteroides ssp. cremoris e Leuc. lactis sono utilizzati in colture 
miste o in colture a composizione definita per creme fermentate e formaggi, in 
associazione con Lc. lactis, per la loro capacità di fermentare il citrato con 
produzione di sostanze aromatiche. 
 
 Dal momento che producono anidride carbonica, per fermentazione degli 
zuccheri e del citrato, possono determinare una lieve occhiatura nei formaggi.  
Fig. 7  Schema della 
produzione del diacetile -
acetoina (componenti 
aromatiche) a partire dal citrato 
(http://gmg.xoom.it/ScAlim/De
rivatidellatte.html). 
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Leuc. mesenteroides è importante in molte fermentazioni vegetali (produzione di 
crauti). Leuc. carnosum e Leuc. gelidum sono due specie psicrotrofiche che 
possono deteriorare carni refrigerate conservate sotto vuoto o in atmosfera 
modificata, ma che possono essere anche usate per prevenire la crescita di altri 
agenti di deterioramento. 
 
c) Enterococcus  
 
Gli enterococchi (Enterococcus faecalis e E. faecium sono le specie più 
frequentemente isolate dai formaggi) sono dei microrganismi omofermentanti di 
forma coccica (Fig. 8) che hanno    un ruolo controverso.  
Si ritrovano di frequente nella 
microflora di prodotti 
artigianali dove 
potenzialmente svolgono un 
ruolo importante nella 
determinazione delle proprietà 
sensoriali. Contribuiscono alla 
lipolisi e proteolisi del 
prodotto e alla sua sicurezza 
igienica producendo sostanze 
inibitorie verso microrganismi 
patogeni. Ma purtroppo la presenza tra queste specie di ceppi patogeni 
(responsabili di infezioni nosocomiali, gastroenteriti, endocarditi), talvolta 
resistenti ad antibiotici, capaci di produrre amine biogene per decarbossilazione di 
aminoacidi, rendono questo gruppo in un certo qual modo sospetto. Sono spesso 
presenti nelle colture naturali per la produzione di formaggi artigianali ma non 
vengono commercializzati come colture starter selezionate. 
 
V. Impiego di batteriocine nell'industria alimentare 
 
Dal momento che la sicurezza alimentare è diventata oggetto di sempre maggiori 
attenzioni a livello internazionale, l'impiego di addittivi antimicrobici prodotti da 
 
Fig. 8  Enterococcus faecalis 
(www.brccbio205sp11.blogspot.com). 
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batteri lattici è da tempo oggetto di studio. Oltre al deterioramento chimico-fisico 
l’alimento può andare incontro a processi degradativi a causa di microrganismi 
contaminanti. La contaminazione microbica riduce la shelf-life degli alimenti ed 
incrementa il rischio di insorgenza di malattie. Negli ultimi anni, numerosi focolai 
di contaminazione, che coinvolgono vari agenti patogeni (ad esempio Listeria, 
Escherichia, Salmonella, Staphylococcus, Clostridium, Campylobacter), hanno 
accresciuto la preoccupazione per la conservazione degli alimenti (Deegan et al., 
2006).  
Tutto ciò ha spinto l'industria alimentare a mettere in discussione l'adeguatezza 
degli attuali metodi di conservazione basati per lo più su conservanti chimici, che 
destano sempre più preoccupazione nei consumatori, i quali richiedono invece 
alimenti più naturali e minimamente trattati. Come risultato si è avuto un 
crescente interesse per agenti antimicrobici naturalmente prodotti. Adesso le 
attività di ricerca si sono orientate verso la scoperta di nuove molecole destinate 
ad abbattere le cariche di svariati patogeni di origine alimentare e, quindi, in grado 
di inibirli e/o ucciderli [Cleveland et al., 2001 ; WHO, 2002 - 20/22 Febbraio 
2001)].  
Metodi tradizionali di conservazione degli alimenti che evitano la crescita 
microbica includono: processi termici, congelamento, refrigerazione, salagione, 
affumicatura, confezionamento in atmosfera modificata e addizione di agenti 
antimicrobici. Sfortunatamente, alcune di queste tecniche non possono essere 
applicate a prodotti alimentari quali carni e prodotti pronti per l’uso. 
I batteri lattici (LAB) sono stati ampiamente utilizzati negli alimenti fermentati 
per migliaia di anni, non solo per migliorare il loro sapore e la loro consistenza, 
ma anche per inibire microrganismi patogeni e alteranti. L'attività inibitoria dei 
lattobacilli è in primo luogo dovuta alla diminuzione del pH per la produzione di 
acidi e alla secrezione di composti antimicrobici con scarsa selettività derivanti 
dall'attività metabolica del microrganismo (cioè, perossido di idrogeno, acido 
ascorbico, acido propionico, acido  sorbico, acido acetico, ecc.) o quelli più 
specifici come le batteriocine (Thomas et al., 2000). I LAB producono una elevata 
diversità di batteriocine, delle quali molte sono state brevettate per le loro 
proprietà in campo alimentare. Due esempi sono : la pediocina PA-1, prodotta da 
Pediococcus acidilactici, e la nisina prodotta da Lactococcus lactis (Schöbitz et 
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al., 2006) la quale è stata accettata come additivo alimentare sia dalla Food and 
Drug Administration sia dalla World Health Organization, ed ha trovato molte 
applicazioni negli alimenti; negli USA, infatti, è consentito l’uso della nisina ai 
produttori di formaggi pastorizzati come agente antibotulinico e in uova liquide 
pastorizzate (Schillinger et al., 2001). 
L'incremento di notizie e informazioni, derivanti da recenti studi, ha indicato che 
l'applicazione delle batteriocine nella conservazione degli alimenti può apportare 
diversi benefici (Gálvez et al., 2007) : 
- una maggiore durata di conservazione dell'alimento; 
- fornire una protezione extra in caso di non corretto mantenimento delle 
temperature di conservazione 
- ridurre il rischio di trasmissione di agenti patogeni attraverso la catena 
alimentare; 
- diminuire le perdite dovute al deterioramento dell'alimento; 
- ridurre l'applicazione dei conservanti chimici; 
- ridurre i trattamenti termici drastici senza compromettere la sicurezza 
dell'alimento, mantenendo così il più possibile inalterate le sostanze 
nutrienti e le vitamine, così anche le proprietà organolettiche dell'alimento; 
- consentire la commercializzazione di "novel food" (meno acidi, con basso 
contenuto di sale e un alto contenuto di acqua); 
- soddisfare industrialmente le esigenze dei consumatori.     
 La scelta delle sostanze antimicrobiche è spesso limitata dalla loro scarsa 
termoresistenza e  caratteristiche chimico-fisiche dell’alimento possono influire 
sul rilascio e sull’efficacia della sostanza, per esempio, il pH dell’alimento 
condiziona il grado di ionizzazione dei gruppi chimici attivi. Un altro fattore che 
può influenzare l'attività delle batteriocine è il contenuto in acqua dell’alimento, il 
quale ne favorisce la diffusione. Inoltre i trattamenti termici, ampiamente utilizzati 
nell'industria alimentare, possono avere effetti negativi sulla capacità bio-attiva di 
tali molecole proteiche, rendendole meno efficaci (Parada et al., 2007). 
Ci sono almeno tre modi per incorporare le batteriocine in un alimento e 
migliorare la sua sicurezza (Fig. 9) : 
- usando una preparazione di batteriocina purificata o semi-purificata come 
ingrediente nel prodotto o aggiunto in superficie a fine lavorazione 
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dell'alimento (nel secondo caso la cinetica di rilascio dell’agente 
antimicrobico deve però assicurare nel prodotto una concentrazione critica 
tale da inibire la microflora contaminante e ciò è condizionato dalla 
temperatura di conservazione; infatti, con l’aumento della temperatura 
aumenta la migrazione degli agenti attivi dal film all’alimento mentre con la 
refrigerazione la velocità di migrazione rallenta);  
- incorporando nell'alimento un ingrediente che è stato fermentato con un 
ceppo produttore di batteriocine; 
- utilizzando una coltura produttrice di batteriocine per sostituire del tutto o 
parzialmente la coltura-starter in cibi fermentati in modo da produrre in situ 
il peptide (Deegan et al., 2006). 
 
Fig. 9  Applicazione potenziale delle batteriocine prodotte dai batteri lattici  
(De Vuyst e Leroy, 2007).  
 
Cibi refrigerati, minimamente trasformati hanno aumentato l'apprezzamento da 
parte di un numero crescente di consumatori per il loro aspetto naturale. Tuttavia 
la sicurezza microbiologica di questi alimenti desta preoccupazione a causa della 
possibile presenza di ceppi tossici non proteolitici come Clostridium botulinum, 
che è in grado di crescere a 4°C, e alla presenza di contaminazione post-processo 
con agenti patogeni psicrotrofi come Listeria monocytogenes (De Martinis et al., 
2001; Schöbitz et al., 2006). 
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Listeria monocytogenes è un batterio patogeno che è stato coinvolto in diverse 
epidemie di origine alimentare in tutto il mondo e desta particolare 
preoccupazione proprio a causa delle sue caratteristiche di ubiquitarietà e 
psicrotrofia. Ha dimostrato di essere in grado di sopravvivere in alimenti con pH 
di 3,6 e una concentrazione di sale del 10%, in presenza di tensioattivi e 
disinfettanti, e dopo vari cicli di congelamento-scongelamento è stato ritrovato 
vitale (Martinez e De Martins, 2006). Uno studio eseguito da Martinez e De 
Martins (2005), ha dimostrato che Listeria monocytogenes, a 8°C era inibita dalla 
batteriocina prodotta da Lactobacillus sakei 1, e che questo peptide si è mantenuto 
stabile durante tutto l'esperimento (10 giorni), ma a 15°C l'attività anti-Listeria di 
Lactobacillus sakei 1 si è ridotta in parte, e ciò ha rappresentato un ulteriore limite 
all'impiego di tale prodotto come addittivo alimentare efficace quale 
antimicrobico.  
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3. SCOPO 
 
Vista l'importanza della sicurezza in campo alimentare e la continua ricerca da 
parte dell'industria di nuovi sistemi di controllo microbico impiegando tecniche il 
più possibile naturali (seguendo le richieste di un numero crescente di 
consumatori) le batteriocine e i batteri che le producono stanno assumendo una 
sempre maggiore rilevanza scientifica e economica.  
Lo scopo di questo lavoro è stato ricercare tra ceppi "di campo"( appartenenti ai 
generi Lactobacillus, Leuconostoc e Pediococcus)   isolati da prodotti fermentati 
tradizionali (formaggi e salami) quali avesse la capacità di produrre una o più 
batteriocine in grado di inibire microrganismi patogeni come Listeria 
monocytogenes, Salmonella spp., Escherichia coli O157:H7 o alteranti come 
Pseudomonas fluorescens, Staphylococcus aureus, Clostridium perfringens, 
Escherichia coli.. 
Inoltre, visto che la maggior parte delle batteriocine è in grado  di inibire batteri 
strettamente correlati al ceppo produttore Enterococcus faecalis è stato utilizzato 
come microorganismo target di elezione. 
I 55 ceppi studiati stati coltivati su vari tipi di terreni, con diverse composizioni 
dei vari componenti presenti, a diversi valori di pH e temperature, per valutare le 
condizioni più favorevoli alla produzione delle batteriocine.  
Inoltre sono state testate diverse tecniche di rilevamento dell’attività inibente. 
Infine, nel caso si abbia produzione di batteriocina, l'estratto proteico, è stato 
sottoposto a elettroforesi (SDS-PAGE) per determinarne la massa molecolare, 
verificando su piastre inoculate la banda proteica dotata di attività antibatterica.  
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4. MATERIALI E METODI 
 
I. Ceppi di batteri lattici 
 
Per la produzione di batteriocine sono stati testati in totale 53 batteri lattici :  
44 ceppi di Lactobacillus plantarum; 5 ceppi di Leuconostoc mesenteroides; 1 
ceppo di Pediococcus pentosaceus; 4 ceppi di Lactobacillus paracasei. 
 
Tra i L. plantarum, 37 ceppi provenivano da una collezione del Dipartimento di 
Scienze Veterinarie dell’Università di Pisa: un ceppo certificato DSM (German 
collection of microorganism and cell cultures) , 36 ceppi isolati da formaggi 
pecorini a latte crudo a diversi tempi di stagionatura prodotti in varie zone della 
Toscana e un ceppo isolato da latte ovino. Per tutti era stata effettuata 
l'identificazione genotipica mediante PCR (Polymerase Chain Reaction) specie-
specifica secondo il protocollo di Berthier e Ehrlich (1998). 
Nella tabella 1 i dati relativi ad ogni isolato: nella prima colonna è riportato il 
numero identificativo utilizzato in questa tesi; nella terza colonna, in rosso, i 
giorni di stagionatura della matrice al momento dell’isolamento del 
microorganismo. 
 
ID tesi 
"UNI" 
Microrganismo 
isolato 
Identificativo 
Università 
Zona di 
provenienza 
Matrice di 
isolamento 
1 Lb. plantarum 
DSM 20174 
(ATCC 14917) 
- - 
2 Lb. plantarum FS 60 II E Siena Formaggio 
3 Lb. plantarum FS 45 II C Siena Formaggio 
4 Lb. plantarum FP 7 I E Siena Formaggio 
5 Lb. plantarum FP 28 I C  Siena Formaggio 
6 Lb. plantarum FS 60 II A Siena Formaggio 
7 Lb. plantarum 3F 28 b Migliarino 
(Pisa) 
Formaggio 
8 Lb. plantarum 3F 7 C Migliarino 
(Pisa) 
Formaggio 
9 Lb. plantarum 3F 14 b Migliarino 
(Pisa) 
Formaggio 
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10 Lb. plantarum 3F 7 d  Migliarino 
(Pisa) 
Formaggio 
11 Lb. plantarum 26 Lunigiana Formaggio 
12 Lb. plantarum 27 Lunigiana Formaggio 
13 Lb. plantarum 28 Lunigiana Formaggio 
14 Lb. plantarum 29 Lunigiana Formaggio 
15 Lb. plantarum 30 Lunigiana Formaggio 
16 Lb. plantarum 31 Lunigiana Formaggio 
17 Lb. plantarum 32 Lunigiana Formaggio 
18 Lb. plantarum 5F 28 B Pisa Formaggio 
19 Lb. plantarum 5F 28 P Pisa Formaggio 
20 Lb. plantarum 5F 42 A Pisa Formaggio 
21 Lb. plantarum 5F 42 G Pisa Formaggio 
22 Lb. plantarum 5F 42 H Pisa Formaggio 
23 Lb. plantarum 5F 42 L Pisa Formaggio 
24 Lb. plantarum 5F 42 Q Pisa Formaggio 
25 Lb. plantarum 5F 42 R Pisa Formaggio 
26 Lb. plantarum 5F 60 A Pisa Formaggio 
27 Lb. plantarum 5F 60 B  Pisa Formaggio 
28 Lb. plantarum 5F 60 G Pisa Formaggio 
29 Lb. plantarum 5F 60 H Pisa Formaggio 
30 Lb. plantarum 3F 2 A  Migliarino 
(Pisa) 
Formaggio 
31 Lb. plantarum 3F 2 B Migliarino 
(Pisa) 
Formaggio 
32 Lb. plantarum 3F 2 D Migliarino 
(Pisa) 
Formaggio 
33 Lb. plantarum 3F 7 A Migliarino 
(Pisa) 
Formaggio 
34 Lb. plantarum 3F 7 E Migliarino 
(Pisa) 
Formaggio 
35 Lb. plantarum 3F 28 A Migliarino 
(Pisa) 
Formaggio 
36 Lb. plantarum 3F 28 D Migliarino 
(Pisa) 
Formaggio 
37 Lb. plantarum 3 L F Migliarino 
(Pisa) 
Latte 
 
Tab. 1  Ceppi di L. plantarum, collezione del Dipartimento di Scienze Veterinarie, 
Università di Pisa. 
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Altri 6 ceppi di Lactobacillus plantarum provenivano da una collezione della 
Sezione di Pisa dell’IZSLT ed erano stati isolati da un salame toscano (prodotto 
con metodo artigianale senza l’utilizzo di starter) a diverse fasi del processo 
produttivo. 
In tabella 2 sono riportate i dati di ogni ceppo con il relativo numero identificativo 
utilizzato in questa tesi.  
 
 
ID tesi 
"Z" 
Microrganismo 
isolato 
Matrice  
Fase di processo al 
momento 
dell’isolamento 
6 Lb. plantarum Salame toscano Fine stufatura 
7 Lb. plantarum 
Salame toscano 
Fine stufatura 
8 Lb. plantarum 
Salame toscano 
Fine stufatura 
9 Lb. plantarum 
Salame toscano 
Fine stufatura 
23 Lb. plantarum 
Salame toscano 
Fine stagionatura 
24 Lb. plantarum 
Salame toscano 
Fine stagionatura 
 
Tab. 2  Ceppi di L. plantarum, collezione Sezione di Pisa, IZSLT. 
 
In questo caso gli isolati erano stati purificati attraverso tre successive subcolture 
in MRS agar ed identificati fenotipicamente attraverso colorazione di Gram, test 
della catalasi, test dell'ossidasi e prove biochimiche con API 50 CH-L 
(Biomerieux). 
 
Infine 11 ceppi di batteri lattici sono stati isolati attraverso il metodo dell’agar a  
triplo strato (vedi pag. 39). Questa tecnica permette di selezionare direttamente 
dalla matrice alimentare le colonie di batteri lattici che mostrano aloni di 
inibizione (presumibilmente attribuiti alla produzione di batteriocine) nei 
confronti di microorganismi target.  
La matrice alimentare in questo caso era costituita da un salame tradizionale 
toscano, la “mortadella delle Apuane”, prodotto senza l’uso di starter. Gli isolati, 
dopo purificazione, sono stati identificati fenotipicamente con API 50 CHL e 
genotipicamente con PCR specie-specifica. 
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I dati dei singoli ceppi sono riportati nella tabella 3. 
 
ID tesi 
Microrganismo 
isolato 
Matrice 
Giorni dalla 
produzione 
14097/10 
A 
Pediococcus 
pentosaceus 
Mortadella delle 
Apuane (lotto2) 
170 
14097/10 B 
Lb. paracasei 
Mortadella delle 
Apuane (lotto2) 170 
14097/10C 
Lb. paracasei 
Mortadella delle 
Apuane (lotto2) 170 
14097/10 
M Lb. paracasei 
Mortadella delle 
Apuane (lotto2) 170 
Z 21 Lb. plantarum 
Mortadella delle 
Apuane (lotto 1) 25 
Z 27 Lb. paracasei 
Mortadella delle 
Apuane (lotto 1) 25 
71301A 
Leuconostoc 
mesenteroides 
Mortadella delle 
Apuane (lotto2) 26 
71301B 
Leuconostoc 
mesenteroides 
Mortadella delle 
Apuane (lotto2) 26 
71301C 
Leuconostoc 
mesenteroides 
Mortadella delle 
Apuane (lotto2) 26 
71301D 
Leuconostoc 
mesenteroides 
Mortadella delle 
Apuane (lotto2) 26 
71301E 
Leuconostoc 
mesenteroides 
Mortadella delle 
Apuane (lotto2) 26 
 
Tab. 3  Microrganismi isolati da salame “Mortadella delle Apuane” 
 
 Tutti i ceppi di batteri lattici sono stati conservati a 4°C,  infissi in slant di MRS 
agar e trapiantati mensilmente, un’aliquota di scorta è stata mantenuta in MRS 
broth al 16% (v/v) di glicerolo  a -80±10°C. 
Prima del loro utilizzo nei test di produzione delle batteriocine, i ceppi sono stati 
rivitalizzati mediante due passaggi in MRS broth a 30°C per 24 ore.  
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II. Microrganismi target per il rilevamento dell’attività inibente dei 
batteri lattici 
 
Per evidenziare l’attività inibente dei ceppi di batteri lattici sono stati utilizzati i 
seguenti microrganismi : 
1) Per lo screening preliminare delle colonie (metodo dell’agar triplo strato): 
Listeria monocytogenes ATCC 19117 ed Enterococcus faecalis (ceppo 
isolato da Salame Toscano); 
2) Per la valutazione dell’attività inibente presente nei surnatanti di coltura: 
ceppi ATCC riportati in tabella 4: 
 
 
"ID tesi 
ATCC" 
Microrganismo  Numero ATCC 
L. 
innocua  
Listeria innocua 33090 
L. mono Listeria monocytogenes 19117 
Salm.  
Salmonella typhimurium subsp. 
choleraesuis  
14028 
Staph.  Staphilococcus aureus 23923 
Clos. perf. Clostridium perfringens 13124 
E.coli Escherichia coli 25922 
E. coli 
O:157 
Escherichia coli O:157 
mrDir 125  
(ceppo con numerazione 
interna del laboratorio) 
 
Tab. 4  Ceppi di microrganismi ATCC presenti nella ceppoteca dell'IZSLT. 
 
 
3) per la valutazione dell’attività inibente dei surnatanti di coltura nei confronti 
di microrganismi patogeni e tecnologicamente indesiderati isolati da matrici 
correlate: ceppi  della collezione IZSLT riportati nelle tabelle 5, 6 e 7.  
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ID tesi "L.M." Microrganismo Sierotipo Matrice di isolamento 
55 Listeria monocytogenes O : 1 Formaggio caprino 
161 Listeria monocytogenes O : 1 Salamella dolce 
179 Listeria monocytogenes O : 4 Salame 
208 Listeria monocytogenes O : 1 Salame 
3 Listeria monocytogenes O : 1 Biroldo (Sanguinaccio) 
43 Listeria monocytogenes O : 1 Salame  
180 Listeria monocytogenes O : 1 Salame 
47 Listeria monocytogenes O : 1 Salsiccia  
90 Listeria monocytogenes O : 1 Salsiccia 
178 Listeria monocytogenes O : 1 Salame 
 
Tab. 5  Ceppi di L. monocytogenes identificati secondo la metodica UNI EN ISO 11290/1 : 2005. 
 
 
ID tesi "S." Microrganismo  Matrice di isolamento 
6 Salmonella kapemba Salame 
13 Salmonella typhimurium Salsiccia 
46 Salmonella spp. Salsiccia 
75 Salmonella spp. Pesce 
81 Salmonella spp. Salame 
 
Tab. 6  Ceppi di Salmonella spp. identificate con la metodica ISO 6579 : 2002/COR 1 2004. 
 
ID tesi "PSE" Microrganismo  Matrice di isolamento 
57 Pseudomonas fluorescens Mozzarella 
70 Pseudomonas fluorescens Mozzarella 
102 Pseudomonas fluorescens Mozzarella 
138 Pseudomonas fluorescens Mozzarella 
249 Pseudomonas fluorescens Mozzarella 
250 Pseudomonas fluorescens Mozzarella 
 
Tab. 7   Ceppi di Pseudomonas fluorescens biovar IV, produttori di pigmento blu,  identificati per 
il genere secondo la ISO/TS 11059/IDF/RM 225 : 2009 e per la specie e produzione di pigmento 
secondo una metodica interna del Laboratorio Alimenti dell’IZSLT di Pisa 
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III. Terreni colturali 
 
Nelle varie fasi dello studio sono stati utilizzati i seguenti terreni colturali: 
1) Per l’isolamento, la purificazione e la conservazione a 4°C dei batteri lattici: 
MRS agar (Conda Pronadisa);  
2) Per la produzione in vitro di batteriocine: MRS broth a pH 6,0±0,2 (Conda 
Pronadisa) la cui  composizione è riportata in tabella 8: 
 
MRS broth, formula in g/L di acqua distillata 
Dextrose 20,00 Dipotassium phosphate 2,00 
Bacteriological peptone 10,00 Ammonium citrate 2,00 
Beef extract 8,00 Tween 80 1,00 
Sodium acetate 5,00 Magnesium sulfate 0,20 
Yeast extract 4,00 Manganese sulfate 0,05 
 
Tab. 8  MRS broth (Conda Pronadisa Cat n°:1215) 
 
e 9 tipi di “modified MRS broth” (denominati MRS 1-9) prodotti in 
laboratorio, la cui composizione è indicata nella tabella 9: 
 
Nome 
terreno 
Ingredienti aggiunti all’ MRS broth base pH 
MRS 1 10 g/L glucosio  6,2 
MRS 2 10 g/L glucosio, HCl 5 N 5,5 
MRS 3 10 g/L glucosio, HCl 5 N 5,0 
MRS 4 
10 g/L glucosio + tampone (8g/L citrato/ 
2,630g/L acido citrico)+ NaOH 5N 
6,2 
MRS 5 
10 g/L glucosio + tampone (8g/L citrato/ 
2,630g/L acido citrico) 
5,5 
MRS 6 
10 g/L glucosio + tampone (6,6g/L fosfato di 
sodio/ 4g/L acido citrico) 
5,6 
MRS 7 
10 g/L glucosio + tampone (8g/L citrato/ 
2,630g/L acido citrico) + 2 g/L triptone + 1 g/L 
estratto di lievito 
5,5 
MRS 8 
10 g/L glucosio + 2 g/L triptone + 1 g/L estratto 
di lievito 
5,5 
MRS 9 10 g/L glucosio + 1 g/L triptone 5,5 
 
Tab. 9  Composizione dei brodi utilizzati per le prove di produzione delle batteriocine. 
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Dati commerciali dei componenti aggiuntivi : 
 
- Glucosio - D(+)glucosio anidro (Carlo Erba  n° 454337) 
- Citrato di sodio - Sodium Citrate Tribasic Dihydratate (Sigma Aldrich n° 
32320) 
- Acido citrico - Citric Acid Anhydrous (Carlo Erba n° 302486) 
- Fosfato di sodio -  di-Sodium Hydrogen Phosphate Anhydrous (Carlo Erba 
n° 480141) 
- Triptone - Tryptone (Conda Pronadisa Cat n° 1612) 
- Estratto di lievito - Yeast Extract - (Conda Pronadisa Cat n° 1702) 
  
3) Per la crescita e le diluizioni dei microrganismi target: BHI (Brain Heart 
Infusion) broth (Conda Pronadisa) e BPW (Buffered Peptone Water, 
prodotto dal reparto Terreni, IZSLT) utilizzato  solo per Pseudomonas 
fluorescens 
 
4) per i test di valutazione dell’attività inibente del surnatante di coltura dei 
batteri lattici: BHI broth + agar batteriologico (Conda Pronadisa) a 
concentrazioni 1,5%, 1% e 0,7% (w/v ). 
 
IV. Potere tamponante dei brodi MRS modificati 
 
I terreni MRS 4 (pH 6,2, tampone acido citrico/citrato) e MRS 6 (pH 5,56, 
tampone citrato/fosfato) sono stati testati per verificare il potere tamponante 
aggiungendo aliquote di acido lattico (PM= 90,08 ; Sigma-Aldrich) al 90% (pari a 
1 µmoL/100 µL) e valutando il pH raggiunto dal terreno. 
 
V. Crescita batterica e produzione di batteriocine 
 
Aliquote di MRS broth contenenti  batteri lattici in fase stazionaria di crescita 
sono state inoculate [in proporzioni del 10% (v/v) per i ceppi di Leuconostoc 
mesenteroides e dell’1% (v/v)  per tutti gli altri ceppi]  nei 9 tipi di MRS broth 
modificati (volume finale della coltura: 40 mL). 
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Dopo  incubazione a 25°C  per 21 ore, 1 ml della coltura è stato utilizzato per 
stimare la concentrazione batterica finale misurando l’assorbanza della soluzione 
a 600 nm  attraverso lo spettrofotometro Thermo Scientific Genesis 10 UV .Ogni 
volta la coltura è stata opportunamente diluita al fine di misurare l’assorbanza nel 
range di linearità della lettura spettrofotometrica, precedentemente determinata 
per le specie Lactocacillus plantarum e Leuconostoc mesenteroides. In parallelo è 
stato effettuato un conteggio in piastra utilizzando le piastre “3M™ Petrifilm™ 
Aerobic Count Plates” (3M) secondo le indicazioni del produttore. 
I volumi di inoculo e il tempo di incubazione sono stati scelti sulla base di curve 
di crescita pubblicate nel database Combase (www.combase.cc) relative a 
Leuconostoc mesenteroides (combase ID: Tas688) e Lactobacillus plantarum 
(combase ID: Tas5452) allo scopo di avere le colture nella fase stazionaria iniziale 
di crescita al momento del prelievo del surnatante per le successive analisi. 
 
VI. Preparazione dei surnatanti 
 
I campioni sono stati centrifugati a 9000 rpm per 15 minuti a 4°C in modo da 
separare i microrganismi dal surnatante (Centrifuga refrigerata Mod. 972 R) e 
successivamente filtrati con filtri da 0,2 m (Sartorius - Ministart®HY Siringe 
Filter 16596 HYK - Hydrophobic - PTFE).  
In alcuni casi i campioni sono stati centrifugati a 11000 rpm per 10 minuti a 4°C 
(Eppendorf Centrifuge 5415R) suddividendo il surnatante in provette Eppendorf 
da 2 mL.  
 
VII. Aggiustamento pH 
 
Il  pH dei surnatanti è stato riportato con NaOH 5M  a valori uguali a quelli della 
matrice alimentare al momento dell’isolamento del ceppo batterico (tabella 10) 
utilizzando il pHmetro Seven Multi (Mettler Toledo) con un elettrodo per liquidi 
(Electrolite Mettler Toledo InLab® 412-9823 pH 0...14, 0...100°C). 
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Tab. 10   Valori di pH  a cui sono stati utilizzati i  surnatanti corrispondenti ai valori dell’alimento 
al momento dell’isolamento dei ceppi. 
 
 
VIII. Tecniche di rilevazione dell’ attività inibente  
 
La rilevazione dell’attività inibente da parte di colonie di batteri lattici è stato 
eseguita con il metodo dell’ agar a triplo strato: piastre da 10 mL di MRS agar 
sono state inoculate con 100µL di diluizioni appropriate della matrice alimentare, 
ricoperte con un secondo strato di 10 mL di  MRS Agar e incubate per 48 ore  a 
30°C in anaerobiosi.  
Al termine dell’incubazione le piastre che presentavano meno di 50 colonie sono 
state ricoperte con un terzo strato (10mL) di BHI agar all'1% (w/v) inoculato con 
10
4
 UFC/mL di microrganismi target: Listeria monocytogenes ATCC 19117 o 
Enterococcus faecalis (di campo). 
Dopo 24 ore a 37°C le colonie di batteri lattici che presentavano un evidente alone 
di inibizione verso il target sono state purificate, identificate e utilizzate per la 
produzione di batteriocine. 
Ceppi 
Giorni dalla produzione 
dell’alimento 
pH 
matrice 
alimentare 
UNI 
2 5,0 
7 5,2 
14 5,5 
28 5,3 
42-45 5,3 
60 5,8 
(da latte) 6,7 
Z 
Fine stufatura 5,5 
Fine stagionatura 5,35 
71301 25-26 5,3 
14097/10 170 5,65 
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La stessa tecnica è stata usata per lo screening dei ceppi di Lactobacillus 
plantarum: con diluizioni limite si è cercato di ottenere colonie singole di ciascun 
ceppo nel doppio strato di MRS Agar ( 2 ceppi per piastra), successivamente è 
stato aggiunto il terzo strato di BHI Agar inoculato con il microorganismo target. 
Per rilevare la presenza di batteriocine nel surnatante di coltura sono state usate 
due tecniche: 
 
1) la diffusione in agar da pozzetti (agar well diffusion): in piastre da 15 mL di 
BHI Agar all'1.5% inoculato con il microrganismo target, sono stati creati 
dei  pozzetti di 7 mm di diametro (figura 10) contenenti 100 µL dei 
surnatanti da testare e un controllo negativo costituito del terreno di coltura 
non inoculato.  
 
 
 
 Fig. 10  Fase di preparazione delle piastre con pozzetti (a sinistra) e risultato finale (a destra). 
 
2) l’ Agar – Spot : 15 mL di BHI Agar allo 0,7% sono stati inoculati con il 
microrganismo  target e conservate a 5°C per 24 ore, successivamente le 
piastre sono state “spottate” con 10 µL dei surnatanti in esame e 10 µL del 
controllo negativo. 
 
In entrambi i casi le piastre sono state incubate per 24 ore alla temperatura ideale 
di crescita del target. Al termine dell’incubazione sono stati misurati gli aloni 
intorno ai pozzetti per il primo metodo e gli aloni di inibizione con un diametro > 
2 mm  sulla superficie della piastra per il secondo metodo. 
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IX. Trattamento del surnatante con enzimi 
 
I surnatanti positivi sono stati trattati con diversi enzimi allo scopo di stabilire la 
natura della sostanza ad azione antibatterica: 
  
a) Test della catalasi 
 
Il trattamento con l’enzima catalasi permette di verificare se l’azione inibente del 
surnatante  dipende dalla presenza di  perossido di idrogeno (H2O2) prodotto dai 
batteri lattici. La reazione catalizzata in due passaggi elimina l’ H2O2  : 
 
1) H2O2 + Fe(III)-E  →  H2O + O=Fe(IV)-E 
2) H2O2 + O=Fe(IV)-E →  H2O + Fe(III)-E  +  O2 
 
Aliquote di 2 mL di surnatante e controllo negativo sono state addizionate con la 
catalasi (Sigma-Aldrich)  in concentrazione finale di 1 mg/ml e incubate  a 37°C 
per due ore, successivamente è stata valutata la permanenza dell’attività inibente 
sia con la tecnica dell’agar spot che con l’agar well diffusion. 
 
b) Test con enzimi proteolitici  
 
Il trattamento con enzimi proteolitici permette di verificare se la molecola ad 
attività inibente presente nel surnatante è di natura proteica: in questo caso non 
risulta rilevabile alcuna attività inibitoria dopo il trattamento.  
Aliquote di 2 mL di surnatante e controllo negativo sono state trattate con 
Proteinasi K (RGSIP21) in concentrazione finale  di 1 mg/mL,  e con pepsina  
(Sigma Aldrich) in concentrazione finale di 1 mg/mL e pH 3,5. I campioni sono 
stati incubati per 1 ora a 37°C, la perdita dell’attività inibente è stata valutata sia 
con la tecnica dell’agar spot che con l’agar well diffusion. 
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X. Quantificazione dell’attività delle batteriocine  
 
Questa prova è molto simile alla tecnica MIC (Minima Concentrazione Inibente) 
impiegata per individuare la più bassa concentrazione di antibiotico in grado di 
inibire la crescita "in vitro" di un microrganismo.  
Le piastre con il target sono state preparate come per la tecnica dell’agar-spot, il 
surnatante da testare è stato sottoposto a diluizioni scalari e seminato 
disponendolo in senso orario sulla piastra con spot di 10 µL.  
L’attività della batteriocina è stata espressa in AU (unità arbitrarie)/ml dove AU è 
il reciproco della massima diluizione che presenta attività inibente (diametro aloni 
> 2 mm).  
 
VI. Parziale purificazione della batteriocina e determinazione della massa 
molecolare 
 
La tecnica SDS-PAGE è comunemente impiegata per separare le proteine di 
massa compresa tra 1 e 100 kDa. In condizioni native la separazione dipende da 
molti fattori tra cui dimensioni, forma e carica negativa. Normalmente non 
vengono aggiunti né β-mercaptoetanolo, il quale influisce sulla struttura terziaria e 
sui legami non covalenti denaturando la proteina, né SDS, che aumenta la carica 
negativa facilitandone il trasporto dal campo elettrico. In questo caso l'SDS è stato 
aggiunto per facilitare il passaggio della struttura proteica attraverso le strette 
maglie del gel (15% e 18%) scelte appositamente non conoscendo la massa 
molecolare da ricercare. 
Prima dell’elettroforesi le proteine presenti nel surnatante sono state purificate 
parzialmente con due tecniche: 
- 0,75 g di Solfato di Ammonio (Sigma-Aldrich) sono stati aggiunti a 1 mL di 
surnatante, dopo 4 ore di agitazione il campione è stato centrifugato a 14000 
rpm per 45 minuti a 4 °C e il pellet è stato risospeso in 200 µL di un 
tampone tampone citrato/acido citrico pH = 5,5 e dializzato con una 
membrana da 3500 Da.  
- Il campione è stato concentrato su di uno strato di PEG 20000 (Polyethilen 
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 glycol - Fluka n° 81300) per 21 ore, separando il suranatante dal PEG con 
una membrana da dialisi da 3500 Da. 
La concentrazione proteica finale è stata misurata con un fluorimetro (Qubit 2.0 
fluorimetr) e sono state effettuate prove di caricamento con diverse quantità di 
campione al fine di ottenere una colorazione ben definita di tutte le bande sul gel. 
Per ogni prova sono stati prepararti due gel identici, caricati su un apposito 
supporto (Amersham Bioscience SE 260) immersi in un buffer e sottoposti  a 
200V e 40 mA per 2 ore. 
Dopo elettroforesi uno dei gel è stato lavato con la soluzione TRITON al 2%, per 
eliminare l’SDS o altri inibenti ed è stato posto a contatto con piastre di BHI agar 
0,7% inoculate con L. innocua ATCC, S. aureus ATCC e E. faecalis. La presenza 
di aloni di inibizione all’altezza di specifiche bande permette di stimare il peso 
molecolare della batteriocina. 
Il secondo gel (in cui era presente anche un marcatore molecolare) è stato colorato 
con Blu-Comassie o Nitrato di Argento. 
La composizione dei reagenti per la SDS PAGE è  riportata sotto :  
 
Running gel 
 
Il "Running gel" è il gel dal quale dipende la separazione delle proteine per effetto 
della struttura terziaria, della massa e della carica. Il gel è costituito da una 
struttura reticolata con maglie più o meno strette formate dall'unione di diverse 
percentuali di Acrilammide e bis-Acrilammide per mezzo di due catalizzatori: 
TEMED e Ammonio Persolfato (tabella 11). 
Componenti  Gel al 15% Gel al 18 % 
Tris HCl pH = 8,8 1,5 M 5 mL 5 mL 
H2O (milli-Q) 7,5 mL 0,830 mL 
Acrilammide 40% 3,2 mL 9 mL 
bis-Acrilammide 2% 4 mL 4,8 mL 
SDS 10% 200 µL 200 µL 
TEMED 160 µL 160 µL 
Ammonio Persolfato (APS) 10 µL 10 µL 
 Vol. Tot 20 mL Vol. Tot 20 mL 
Tab. 11  Composizione del gel al 15% e al 18% di poliacrilammide. 
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Staking gel 
 
Questo gel è stato utilizzato per i pozzetti di caricamento dei campioni da 
analizzare. La sua polimerizzazione è stata fatta in tempi separati rispetto al 
running gel data la loro diversa percentuale di poliacrilammide. 
 
Componenti gel 4 % Quantità 
Tris HCl pH = 6,8 0,5 M 2,5 mL 
H2O (milli-Q) 5,92 mL 
Acrilammide 40% 1 mL 
bis-Acrilammide 2% 0,52 mL 
TEMED 80 µL 
Ammonio Persolfato (APS) 10 µL 
 Vol. Tot 10 mL 
 
Tab. 12  Composizione del gel dei pozzetti di caricamento. 
 
 
 
Simple buffer  
 
I campioni sono stati diluiti  1:1 con la soluzione riportata in tabella 13.  
 
Buffer per diluizione campione Quantità 
Tris HCl pH = 6,8 0,5 M 3 mL 
H2O (milli-Q) 12 mL 
Glicerolo 2,4 mL 
SDS 10% 4,8 mL 
Bromofenolo in polvere Una spatolata 
 
Tab. 13  Composizione del buffer di diluizione dei campioni. 
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Running Buffer 10% 
 
Le tre componenti del tampone di corsa hanno la funzione di mantenere costante 
il pH della soluzione (Tris HCl), compattare le bande per mezzo della capacità 
intrinseca della glicina di caricarsi positivamente e solubilizzare le proteine 
fornendo loro una carica negativa complessiva (SDS).  
 
Componenti della soluzione Quantità  
Tris HCl pH = 6,8 0,5 M  30 g  
Glicina 144 g 
SDS 10%  10 g 
 
Tab. 14  Composizione del Buffer di corsa. 
 
 
Soluzione  colorante (4:1) 
 
La soluzione riportata in tabella 15 è stata utilizzata per colorare le bande 
proteiche.  
 
Componenti della soluzione Quantità  Rapporto Vol. Tot 5 
Acido Fosfrico 20 mL 
4 : 1 
4 di soluzione + 
1 di metanolo 
Ammonio Solfato 120 g 
G - 250 
(Comassie Brillant Blue) 
 1 g 
 
Tab. 15   Soluzione colorante. 
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Silver Staining 
  
La colorazione con il Nitrato di Argento avviene in più step ognuno dei quali con 
una soluzione diversa, in agitazione e con tempi diversi, che sono  quelli riportati 
in tabella 16. Ciascuna soluzione è stata preparata con un volume di 500mL.  
. 
Step della 
colorazione 
Composizione della 
soluzione 
Tempo di 
contatto con il gel 
1 
Fixing 
solution 
Metanolo 40% 
Acido Acetico 10% 
H2O (milli-Q) 50% 
15 min x 2 volte 
2 
Sensiting 
Solution 
Acetato di sodio 34 g 
Sodio tiosolfato 1 g 
Metanolo 150 mL 
H2O (milli-Q)  
30 min 
3 
Lavare con 
H2O (milli-Q) 
- 5 min x 3 volte 
4 
Silver 
Solution 
Nitrato di Argento 
0,25 % in H2O (milli-
Q)  
20 min 
5 
Lavare con 
H2O (milli-Q) 
- 1 min x 2 volte 
6 
Developement 
solution 
Carbonato di Sodio 
2,5 % Formaldeide 40 
% 
in H2O (milli-Q) 
Fino a completo 
sviluppo 
7 Stop Solution 
EDTA 1,45 % in H2O 
(milli-Q)  
5 min 
8 
Lavare con 
H2O (milli-Q) 
- 10 min x 3 volte 
 
Tab. 16  Colorazione con il Nitrato di Argento. 
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5. RISULTATI  
 
I. Isolamento di batteri lattici con attività inibente 
 
Dalla matrice “mortadella delle Apuane” a 26 giorni dalla produzione sono stati 
isolati  5 ceppi di Leuconostoc mesenteroides, mentre a 170 giorni dalla 
produzione sono stati isolati  3 ceppi di Lb. paracasei e 1 ceppo di Pd.  
pentosaceus. Tutti mostravano attività inibente verso E. faecalis (figura 11). 
 
 
 
Fig. 11  Colonia  con attività inibente rilevata con il metodo dell’agar a triplo strato. 
 
L’identificazione delle specie è risultata coerente con la composizione della 
microflora del salame valutata nel tempo nel corso di un altro studio costituita 
prevalentemente da Leuconostoc e Lactobacillus come mostrato in figura 12. 
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Fig. 12  Andamento della flora naturale della mortadella delle Apuane. 
 
Lo screening preliminare dei ceppi di Lb. plantarum non ha prodotto invece 
risultati soddisfacenti, a causa dell’impossibilità tecnica di ottenere colonie 
singole in piastra con la metodica da noi utilizzata: i dieci ceppi testati di Lb. 
plantarum mostravano ampi aloni  di inibizione nei confronti di L. 
monocytogenes, ma probabilmente erano da imputare a un’eccessiva 
acidificazione del terreno dovuta allo sviluppo di più colonie nello stesso punto 
come si nota  nella figura 13. 
 
 
Fig. 13  Diluizioni limite di Lb. plantarum contro L. monocytogenes ATCC. 
ANDAMENTO FLORA NATURALE MORTADELLA DELLE 
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Per questa ragione tutti i ceppi di Lb. plantarum sono stati saggiati direttamente 
nei terreni di coltura liquidi, senza una valutazione preliminare della loro attività 
inibente. 
 
II. Crescita di batteri lattici   
 
Da dati di letteratura risulta che il tasso di crescita di Leuconostoc mesenteroides 
in MRS broth a 25°C e pH 5.5 sia pari a 0,0541 Log Ufc/h e di Lactobacillus 
plantarum in MRS broth a 25°C e pH 6.05 sia pari a 0,0182 Log Ufc/h . 
In base a questo è stata stimata la concentrazione batterica al termine 
dell’incubazione (25°C per 21 h) delle due specie come riportato nella tabella a 
partire dai valori di inoculo ottenuto da misure di densità ottiche a 600nm : 
 
Tab. 17  Inoculi e concentrazioni finali relative a Lb. plantarum e Leuconostoc mesenteroides. 
 
I dati sperimentali ottenuti hanno dimostrato che la presenza di glucosio al 3% nei 
terreni utilizzati in realtà determina una maggiore crescita della massa cellulare: i 
valori medi ottenuti con gli inoculi al 10% di Leuconostoc mesenteroides hanno 
determinato valori finali di concentrazione intorno a 10
9
 così come volumi di 
inoculo dell’1% per Lb. plantarum. 
 
 
 
 
 
SPECIE, TERRENO e volume DI INOCULO 
Inoculo 
iniziale medio 
Ufc/mL 
Concentrazione 
finale Ufc/mL 
stimata 
Leuc. mesenteroides in MRS pH 5.5  
(10%v/v) 
10
6
-10
7
 10
7,13
-10
8,13
 
Leuc. mesenteroides in MRS pH 5.5  (1%v/v) 10
5
-10
6
 10
6,13
-10
7,13
 
Lb. plantarum in MRS pH 6.2 (10%v/v) 10
8
-10
9
 10
8,38
-10
9,38
 
Lb. plantarum in MRS pH 6.2 (1%v/v) 10
7
-10
8
 10
7,38
-10
8,38
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III. Potere tamponante dei terreni MRS modificati 
 
I risultati riportati in tabella 18 mostrano come il terreno MRS 6 abbia la 
maggiore capacità di mantenere stabile il pH pur partendo da un valore iniziale 
più basso degli altri. 
Volume  
 Ac. Lattico 
aggiunto (µL) 
MRS 1 MRS 4 MRS 6 
+ 30 g/L di glucosio + 
pH 6,2 citrato/ac. citrico pH 6,2 fosfato/citrato  pH 5,5 
500 4,26 4,70 4,85 
800 3,88 4,33 4,57 
1000 3,70 4,13 4,34 
 
Tab. 18  Aggiunte di Acido Lattico a tre tipi diversi di MRS. 
 
IV. Produzione di attività inibente in MRS modificati  
 
Cinque ceppi di Lb. plantarum (UNI 1-UNI 5) e cinque di Leuconostoc 
mesenteroides (71301 A-E) inoculati in MRS 1, MRS 2, MRS 3 e MRS 5 per 
verificare l’effetto del pH iniziale sulla produzione di batteriocine hanno dato i 
risultati riportati in tabella 19: 
Tab. 19   Misura in mm degli aloni di inibizione, metodo della diffusione in agar da pozzetto. 
Microrganismo target :  E. faecalis, inoculo iniziale 10%v/v 
 MRS 1 pH 6,2 MRS 2 pH 5,5 MRS 3 pH 5,0 MRS 5 pH 5,5 
(tamponato) 
UNI 1 - - - - 
UNI 2 - - - - 
UNI 3 2 5 6 5 
UNI 4 4 2 1 2,5 
UNI 5 - - - - 
71301 A - 2 - - 
71301 B - - - - 
71301 C - - - - 
71301 D - - - - 
71301 E - - - - 
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Nella figura 14 sono visibili gli aloni di inibizione verso E. faecalis dei ceppi 
coltivati in MRS 2 e MRS 3:  
 
 
 
Fig. 14  Aloni di inibizione dei surnatanti di UNI 3, UNI 4 i e 71301 A  in MRS 3 (sopra) e in 
MRS 2 (sotto). 
 
Nei confronti di L. monocytogenes (10 ceppi testati) nessuno dei 5 ceppi di Lb. 
plantarum mostrava attività inibente mentre 3 ceppi di Leuconostoc 
mesenteroides in MRS 2 avevano effetto: 71301 C (inibizione verso 3 ceppi su 
10), 71301 E (3/10) e 71301 D (7/10). 
Gli stessi ceppi coltivati in MRS 5, hanno confermato e incrementato l’effetto di 
inibitorio dei Leuconostoc nei confronti di L. monocytogenes, Salmonella spp. e 
Pseudomonas flluorescens  : 
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TERRENO : MRS 5, volume di inoculo iniziale 10%v/v 
 L. 
monocytogenes 
(10 ceppi) 
E. 
faecalis 
(1 ceppo) 
Salmonella 
spp. 
(6 ceppi) 
Pseudomonas 
fluorescens 
(6 ceppi) 
UNI 1 - - - - 
UNI 2 - - - - 
UNI 3 - 5 - - 
UNI 4 - 2,5  - - 
UNI 5 - - - - 
71301 A 3,2  (10/10) - 3  (1/6) 1,8  (6/6) 
71301 B - - - - 
71301 C 3,6  (10/10) - 3 (1/6) 1,7  (6/6) 
71301 D 3,5 (10/10) - - 1,7 (6/6) 
71301 E 2,5 (6/10) - - 1,2 (6/6) 
 
Tab. 20  Aloni di inibizioni in mm di ceppi coltivati in MRS 5 verso germi patogeni e alteranti 
alimentari. 
 
I ceppi UNI 3 e UNI 4 sono stati inoculati in MRS 1 anche con volume iniziale 
dell’1%: gli aloni di inibizione ottenuti nei confronti di E. faecalis sono stati 
rispettivamente di 2,5 e 4,5 mm. Sulla base di questi risultati e in accordo con i 
dati riportati in letteratura (Todorov, 2011) i rimanenti 44 ceppi di batteri lattici 
oggetto di questo studio sono stati coltivati in MRS 4 (terreno a pH 6,2 
tamponato) con inoculo iniziale dell’1% (v/v). I surnatanti sono stati testati con la 
metodica di diffusione da pozzetto contro L. monocytogenes, E. faecalis, 
Salmonella spp. e Pseudomonas fluorescens. Tutti i ceppi sono risultati negativi 
ad eccezione di: UNI 30 (nei confronti di L. monocytogenes), ma il risultato non è 
stato confermato, e  UNI 28, UNI 30, UNI 31 e UNI 34 nei confronti di 
Pseudomonas fluorescens.  
I cinque ceppi di Leuconostoc mesenteroides positivi in MRS 5 contro L. 
monocytogenes sono stati coltivati in MRS 4 (terreno tamponato pH 6,2) e MRS 6 
(terreno a pH 5,56 tamponato con citrato/fostato).  
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I surnatanti ottenuti sono stati testati con la tecnica dei pozzetti contro dieci ceppi 
di L. monocytogenes, sei ceppi di Salmonella spp. e sei ceppi di Pseudomonas 
fluorescens con risultati negativi. 
Dal momento che solo UNI 3 e UNI 4 hanno dato risultati ripetibili con i diversi 
tipi di terreni utilizzati, è stato deciso di verificare solo per questi due ceppi la 
natura della sostanza antibatterica presente nel surnatante di coltura. 
 
V. Trattamento del surnatante con enzimi 
 
a) Catalasi 
 
Il trattamento con la catalasi non ha eliminato l’attività inibente di UNI 3 e UNI 4 
sia nei confronti di E. faecalis (figura 15) che di L. innocua (figura 16): 
 
 
Fig. 15  UNI 3 e UNI 4 trattati con catalasi (+) e non contro E. faecalis. 
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Fig. 16  UNI 3 e UNI 4 trattati con catalasi (+) e non contro L. innocua. 
 
b) Enzimi proteolitici 
 
Per verificare l'effettiva natura proteica delle molecole prodotte da UNI 3 e UNI 4 
sono stati aggiunti ai surnatanti, in due prove separate, l'enzima Proteinasi K e 
Pepsina. Questi enzimi proteolitici sono in grado di tagliare le sequenze 
amminoacidiche in modo diverso e per questo sono stati utilizzati entrambi, così 
da avere una doppia conferma della composizione proteica delle batteriocine. I 
risultati ottenuti testando i surnatanti con E. faecalis e L. innocua con tecnica agar 
spot sono riportati nella tabella 21 e confermano che l’azione inibente è 
determinata da una sostanza di natura proteica, quindi una batteriocina. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tab. 21  UNI 3 e UNI 4 trattati con Proteinasi K e Pepsina (tecnica Agar-Spot). 
 Enterococcus faecalis Listeria innocua 
Senza 
Enzimi 
Proteolitici 
Controllo - - 
UNI 3 16 mm 16 mm 
UNI 4 6 mm 6 mm 
Proteinasi 
K 
Controllo - - 
UNI 3 - - 
UNI 4 - - 
Pepsina 
Controllo - - 
UNI 3 - - 
UNI 4 - - 
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VI. Spettro di attività delle batteriocine  
 
UNI 3 e UNI 4 hanno prodotto batteriocine attive nei confronti di: E.faecalis, 
L.innocua (ATCC) e Staphilococcus aureus (ATCC) (figura 17), mentre non sono 
stati in grado di inibire la crescita degli altri ceppi testati: L. monocytogenes, 
Salmonella spp., Pseudomonas fluorescens e gli ATCC : Salmonella typhimurium 
subsp. cholerae suis, Escherichia coli,  Escherichia coli O157 e Clostridium 
perfringens.  
 
 
 
Fig. 17  Inibizione data dal surnatante di UNI 3 nei confronti di Staphilococcus aureus. 
 
 
VII. Quantificazione dell’attività delle batteriocine 
 
Uni 3 coltivato nei diversi tipi di terreno ha prodotto una batteriocina la cui 
attività nei confronti di L. innocua, S. aureus e E. faecalis è riportata in tabella 22 
e in figura 18. 
L’attività è espressa come unità arbitrarie (AU)/mL, dove le unità arbitrarie sono 
definite come il reciproco della più alta diluizione seriale in base 2 che mostra una 
chiara zona di inibizione (> 2 mm) della crescita del microrganismo target. 
 
 
 
  
   
 
48 
 
 
Terreno L. innocua E. faecalis S. aureus 
MRS 2 100 100 - 
MRS 4 6400 6400 - 
MRS 5 6400 6400 6400 
MRS 7 51200 25600 25600 
MRS 8 3200 3200 - 
MRS 9 3200 3200 - 
 
Tab. 22  Risultati espressi in AU/mL. 
 
  
 
 
 
Fig. 18  Spot dei surnatanti di UNI 3 prodotti in MRS 5 verso E.faecalis e L.innocua. 
 
VIII. Determinazione della massa molecolare tramite SDS - PAGE 
 
La batteriocina prodotta da UNI 3 coltivato in MRS 7 e MRS 5 è stata 
parzialmente purificata e sottoposta a SDS-PAGE per stimare il peso molecolare. 
Come controllo negativo è stato utilizzato il ceppo UNI 5 coltivato negli stessi 
terreni. 
I gel non colorati, sono stati messi a contatto con piastre di BHI inoculate con L. 
innocua, E. faecalis e S. aureus, incubati a 37°C per 24 ore, per individuare quale 
banda producesse l’inibizione, mentre un gel con le stesse caratteristiche e tipo di 
corsa è stato colorato con il Nitrato di Argento (figura 19). 
  
   
 
49 
 
Il gel colorato è stato poi confrontato con i risultati prodotti dalle colture in 
piastra. 
L’inibizione mostrata nei confronti dei tre target se paragonata al gel colorato 
evidenzia una banda ad una altezza di cieca 20 kDa di massa molecolare.  
 
 
 
  
 
 
 
 
Fig. 19  Risultati ottenuti mettendo i 
gel di corsa a contatto con i 
microrganismi target (sopra e sotto) e 
a destra il gel colorato dove sono in 
evidenza le bande di inibizione. 
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6. DISCUSSIONE 
 
Gli obiettivi di questo studio erano due: verificare se tra i ceppi studiati ci fossero 
uno o più produttori di batteriocine  e valutare i parametri ambientali che 
influenzano la produzione di batteriocine in vitro. 
Tra i 55 ceppi di batteri lattici screenati, 2 ceppi di Lb. plantarum (UNI3 e UNI4) 
isolati da un formaggio pecorino della zona di Siena a 7 e 45 giorni di 
maturazione hanno prodotto una batteriocina in grado di inibire la crescita di un 
microrganismo strettamente correlato (E. faecalis) e di L. innocua. Inoltre la 
batteriocina prodotta da UNI 3 è in grado di inibire anche Stafilococcus aureus, un 
microrganismo che risulta tra i criteri microbiologici valutati nei formaggi 
secondo il Regolamento 2073/2005. 
Un’azione inibente nei confronti di ceppi di Pseudomonas fluorescens (produttori 
di pigmento blu e isolati da mozzarelle) è stata osservata da parte dei ceppi UNI 
28, UNI 30, UNI 31 e UNI 34 e merita sicuramente ulteriori approfondimenti 
considerando un possibile utilizzo pratico nel prevenire “epidemie” di mozzarelle 
blu come quella verificatasi nell’estate del 2010 in Italia. 
Ulteriori studi sono necessari anche per definire la natura dell’azione inibente di 4 
ceppi di Leuconostoc mesenteroides (71301 A-C-D-E) isolati dalla mortadella 
delle Apuane a 26 giorni dalla produzione nei confronti di L. monocytogenes, 
Salmonella spp. e Pseudomonas fluorescens: i risultati ottenuti in questo studio 
mostrano che coltivando i ceppi in MRS 5 (un terreno a pH 5,5, con glucosio e un 
tampone citrato/acido citrico) l’azione inibente è presente e ben marcata, tuttavia 
la ripetibilità dell’esperimento non è stata ancora confermata. 
La produzione di batteriocine da parte di batteri lattici è influenzata in modo 
determinante da alcuni fattori ambientali quali il pH, la temperatura e il tipo di 
fonte di carbonio e azoto (Metsoviti, 2011; Todorov, 2011). Riguardo alla 
relazione tra la crescita cellulare e la produzione di batteriocine sono presenti in 
letteratura dati discordanti: in alcuni casi l’ottimizzazione dei fattori per la crescita 
cellulare comporta anche la massima produzione di batteriocine (Drosinos, 2006), 
in altri casi invece (Aasen, 2000) la massima produzione viene raggiunta in 
condizioni di crescita sub-ottimali. Inoltre specie diverse di batteri lattici danno 
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risposte diverse in termini di produzione di batteriocine in condizione ambientali 
identiche. 
Partendo da queste considerazioni sono stati studiati i parametri ambientali più 
adatti alla produzione della batteriocina prodotta da UNI 3. 
Da dati di letteratura il range di pH iniziale ottimale è molto stretto: da 5.0.a 6.5, 
con un valore di 5,5  nel caso dei Leuconostoc, mentre un valore di pH< 4 inibisce 
completamente la produzione.  
In questo studio è stato inserito nella formulazione del terreno un certo 
quantitativo di acido citrico e citrato di sodio che, sommandosi al citrato di 
ammonio del terreno di partenza, ha permesso di ottenere un medium con un certo 
potere tamponante nei confronti dell’acidificazione prodotta dall’acido lattico, 
principale metabolita prodotto dai batteri lattici durante la crescita. 
Questa strategia si è dimostrata giusta: nei terreni tamponati si è avuta la massima 
produzione di batteriocine. Inoltre il tampone scelto, a base di citrato di sodio, è 
coerente con la composizione della matrice carnea (salame) da cui provenivano 
alcuni dei ceppi studiati. 
L’aumento della quantità di glucosio e proteine rispetto alla formulazione base del 
terreno ha sicuramente contribuito ad aumentare la produzione: nel terreno MRS 7 
si è avuta in assoluta la più alta attività della batteriocina prodotta da UNI 3. Da 
ciò si può trarre la conclusione che  un aumento della biomassa cellulare va di pari 
passo con un aumento della produzione di batteriocine. 
Per i test nei confronti dei microrganismi indicatori in questo studio è stato tentato 
un approccio diverso rispetto a quanto di solito riportato in letteratura: i surnatanti 
da testare non sono stati portati a pH neutro prima dell’uso bensì al pH in cui 
avrebbero agito nella matrice alimentare: in questo modo si è voluto simulare la 
condizione “in vivo” per verificare l’effetto della batteriocina. 
Infine  la SDS-PAGE ha determinato in 20 kDa la massa della batteriocina UNI 3: 
da questo risultato si può escludere che la batteriocina in questione appartenga alla 
classe 1 o 2 secondo la classificazione corrente, tuttavia sono necessari ulteriori 
studi per una migliore caratterizzazione ( ad esempio verificare la resistenza alle 
alte temperature o a condizioni estreme di pH o all’azione di altri enzimi). 
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7. CONCLUSIONI  
 
 
Dai risultati ottenuti in questa tesi è stato dimostrato che l’individuazione di 
batteri lattici produttori di batteriocine in vitro non è  affatto semplice, data la 
moltitudine di possibili combinazioni di fattori ambientali e di componenti del 
terreno "artificiale" che ne influenzano la produzione. 
Inoltre è noto che il passaggio dallo studio in vitro alle applicazioni in vivo (ad 
esempio l’utilizzo di ceppi batteriocinogeni direttamente negli alimenti allo scopo 
di migliorarne la sicurezza microbiologica) non è semplice, infatti gli alimenti 
hanno una composizione più complessa e variabile rispetto alle condizioni 
ricreabili in laboratorio, senza contare che i ceppi food-grade devono essere anche 
sottoposti a prove di sensibilità agli antibiotici, non potendo essere considerati  
validi se risultano antibiotico-resistenti. 
Nonostante ciò l’applicazione di tali batteri o di estratti crudi delle batteriocine in 
campo alimentare è già in atto (ad esempio nel caso della nisina, una batteriocina 
comunemente usata e il cui impiego è legale) e numerosi sono i lavori scientifici 
pubblicati negli ultimi anni (Galvez, 2008) su questo argomento. 
In questo studio è stato particolarmente interessante il ritrovamento di ceppi 
batteriocinogeni isolati da prodotti tradizionali, in quanto un loro possibile uso 
come starter o come colture protettive negli stessi alimenti non andrebbe a 
modificare la tipicità della flora microbica naturalmente presente. 
Inoltre se la batteriocina, attiva contro lo Stafilococcus aureus ATCC, risultasse 
attivo anche nei confronti di Stafilococcus aureus  meticilina-resistenti altri tipi di 
applicazione potrebbero essere studiati, ad esempio come antibiotico per uso 
topico.  
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